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0 Selektierbare Vektoren fur humane T-Zellen. 



@ Selektierbare Herpesvirus saimiri Vektoren wer- 
den beschrieben, die ein Selektionsgen in einer Ver- 
bindungsregion der L- und H-ONA insertiert haben. 
Solche Vektoren sind in der Lage, humane T-Zellen 
persistent zu infizieren und damit zur Expression von 
Fremdgenen in humanen T-Zei!en geeignet. Ein zu- 
satzlicher Vorteil besteht darin, da/3 dabei keine in- 
fektidsen Vtruspartikel produzlert werden. 
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Selektierbare VeKtoren fur humane T-Zellen 



Die Erfindung betrifft selektierbare Vektoren, 
die die Expression von Fremdgenen in humanen T- 
2el!en ermoglichen. 

Viren der Herpesgruppe (Herpes Simplex Vi- 
rus, Cytomegalovirus, Varicella/Zoster Virus Oder 
Herpesvirus suis) konnten erfotgreich eingesetzt 
werden, um heterologe Gene in lytisch infizierten 
"Monolayer" Zelikulturen zu exprimieren. Es gibt 
jedoch keine Zeifinien, die durch diese Viren fur 
langere Zeit persistent infiziert sind. Persistierende 
Vektoren warden aus dem Genom von Epstein-Barr 
Virus (EBV) konstruiert, wobei aber aus den infi- 
zierten B-Lymphozyten keine infektiosen, zellfreien 
Viren erhaiten werden konnten. 

Es war ebenfalls bekannt, da/3 Herpesvirus (H.) 
saimiri sowohl sich lytisch in epitheioiden Zellen 
vermehrt als auch T-Zellen von Krallenaffen persi- 
stent infiziert. Das Genom von H. saimiri besteht 
aus einer Region von etwa 112 kb einer "unique" 
DNA niederen GC-Gehalts (L-DNA). Sie ist an bei- 
den Enden von nicnt-kodierenden tandemartig an- 
geordneten "Repeaf'-Einheiten variabier Zahl (H- 
DNA) flankiert, die eine Lange von je etwa 1 .4 kb 
besitzen und GC-reich sind. H. saimiri induziert 
schneil wachsende T-Zeii-Lymphome in einigen 
Primaten der Neuen Welt und kann Krallenaffen-T- 
Lymphozyten in vitro zu permanentem Wachstum 
transformieren. 

Wir haben gefunden, da/3 ein rekombinantes H. 
saimiri Virus, das das neo-Gen enthalt, in hoher 
Zahi durch Geneticin (G418) in Arfennierenzeilinien 
selektiert wird. Die Bedingungen fur homologe Re- 
kombination waren so gewahit da/3 das neo-Gen, 
das hier als Beispiel fur ein beiiebiges selektierba- 
res Gen steht, in die rechte Verbindungssteiie der 
H- und L-DNA insertiert ist. Diese Rekombinanten 
sind in der Lage, humane T-Zellinien persistent zu 
infizieren. wobei die viraie DNA als Episom vorliegt 
Da das viraie Genom etwa 30% hoch-repetitive 
DNA enthalt, die durch heterologe DNA ersetzbar 
ist, stehen damit Vektoren zur Expression von 
Fremdgenen in humanen T-Zellen zur Verfugung. 

Ein Vorteil solcher Expressionssysteme ist fer- 
ner darin zu sehen, da/3 persistent infizierte Zellen 
als "non-producer cells" keine infektiosen Viruspar- 
tikel produzieren. Als Ausgangsstamme konnen 
auch replikationskompetente f nicht onkogene Vari- 
anten von H. saimiri eingesetzt werden. Diese Vi- 
russtamme wetsen Deletionen in der linkstermina- 
len L-DNA auf (B. Fleckenstein u. R. Desrosiers 
(1982) , "The Herpes viruses, Vol. 1, 8. Roizman 
(edj. Plenum Publishing Co., New York). 

Bisher wurde nicht gezeigt, da/3 H. saimiri hu- 
mane lymphatische Zellen infiziert. 

Die Erfindung betrifft foiglich: 



a) Selektierbare H. saimiri Rekombinanten, 
die ein Selektionsgen in der rechten oder linken 
Verbindungssteiie bzw, Verbindungsregion der H- 
und L-DNA insertiert haben, 
5 b) Verfahren zur Herstellung der unter a) 

genannten Rekombinanten und 

c) ihre Verwendung zur Expression von 
Fremdgenen in humanen T-Lymphozyten. sowie 

d) die Erzeugung von Affen T-Zellinien. die 
w ein Fremdgen konstitutiv exprimieren, mittels trans- 

formationskompetenten rekombinanten H. saimiri. 

Die Erfindung ist ferner in den Patentanspru- 
chen und den Beispielen weiter ausgefuhrt. 

75 

Beispiel 1: Konstruktion von Plasmid pSIneo und 
pSIneoH 

pSIneo und pSIneoH wurden so konstruiert, 

20 da/3 durch die homologe Rekombination mit H. 
saimiri DNA kein virales Gen deletiert und keine 
funktionelle Einheit unterbrochen wird. 

Das "neo "-Gen kodiert fur eine Phosphotrans- 
ferase, die es ermogficht, den durch Geneticin (G 

25 418) induzierten Translationsbiock in den meisten 
eukaryotischen Zellen zu umgehen. 

Das Plasmid pSV2 neo (P.J. Southern und P. 
Berg (1982) J. Mol. AppL Genetics, 327-341, Raven 
Press, New York) enthalt das neo-Gen unter der 

30 Transkriptionskontroife von SV40-Elementen 
(Fruher Promoter/Enhancer, T-Antigen, mRNA 
Splice-Signal und Poiyadenylierungsstelien). Die 
Transkriptionseinheit "neo" wurde aus pSV2 neo 
heraus.geschnitten und die 

35 Restriktionsschnittstellen-Enden nach Standardme- 
thoden von Pvull- in Clal- bzw, von ECORI- in Sall- 
Enden umgewandelt. Die Klonierung des Kpni/Smal 
Fragments E, das bei etwa 9 kb Lange das rechte 
Ende der L-DNA ausmacht, ist von KNUST (E. 

40 Knust et af. (1983) Gene 25, 281-289) beschrieben. 

Der dort verwendete Klonierungsvektor pWD7 
mit dem genannten Fragment E - als pWDl 1 (hier 
Vektor 3) bezeichnet wurde mittels Standardme- 
thoden in den Vektor 5 umgewandelt, dadurch da/3 

45 die interne Sali-Stelle in pWD7 deletiert und die 
Smal-Stelle an der Fragment E/pWD7 Verbindung 
in eine Saii-Stelle mutiert ist. Die Smai-bzw. Sail- 
Schnittstelie ist 35 Nukleotide vom Ende der L- 
DNA in der ersten H-Repetitionseinheit entfernt. 

so Nach Schnetden von (5) mit Sail und Clal kann nun 
das neo-Gen zwischen Fragment E und pWD7 in 
Vektor (5) zum Plasmid pSIneo einligiert werden. 
Eine H-DNA Repetitionseinheit von 1444 Basen- 
paaren (bp) wird schliefllich nach Spaltung mit Tag! 
zwischen neo und pWD7 Antei! gesetzt, so da^ 
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schliefllich Plasmid pSIneoH resultiert. Die H-DNA 
Repetitionseinheit wurde ais Taql-Fragment aus 
pFG24 erhaiten (AT. Bankier et at. (1985) J. Virol, 
55, 133-139). Vorstehend genannte Syntheseschrit- 
te sind in Fig. 1 zusammengefaflt 



Beispiei 2: Kotransfektion von iinearisierter 
pSIneoH-DNA mit H.saimiri Virion DNA (M-DNA) 

0,2 ug bis 0,4 ug uber CsC1-Dichtegradienten 
gereinigte M-DNA (B. Fleckenstein et al. (1975) J. 
Viroi. 15, 398-406) wurde mit 2 ug bis 4 ug durch 
Kpnl Iinearisierter pSIneoH gemischt und in eine 
Owl Monkey Kidney Zelllinie (OMK - 637, ATCC 
CRL 1556) nach der Kaiziumphosphat-Prazipita- 
tionsmethode transfiziert (F.L Graham und J. van 
der Eg (1973) J. Virol. 52, 456-467), wobei ein 20% 
w/v Glycerin-Schock nach 4 Stunden erfolgte. Nach 
etwa 6 bis 10 Tagen waren erste zytopathische 
Effekte erkennbar und nach weiteren 2wei Wochen 
waren die Zellen voliig lysiert. Durch die hohe 
Frequenz an spontaner Rekombination wurden re- 
kombinante H.saimiri in der Regel ohne Selektions- 
druck erhaiten. Bei geringerer Anzahl von Rekom- 
binanten wird mit Erfolg unter Selektionsdruck nach 
der Transfektion gearbeitet. wobei die Rekombinan- 
tenausbeute auf bis zu 80% steigt. Restriktionsana- 
lyse mit Sail und Smal in Verbindung mit Southern 
Blots zeigte, da/J etwa zwei Drittei der Virus-Pla- 
ques ein vollstandiges neo-Gen enthalten. Sechs 
von 9 Klonen hatten das neo-Gen bzw. pSIneoH 
DNA zwischen die H-DNA Repetitionseinheiten in- 
sertiert, zwei Klone hatten die neo-Sequenz in der 
Verbindungsstelle H/L insertiert. Einer dieser Klone, 
H.saimiri SIRneoH14 ist in Fig. 2 in Form seiner 
Genkarte charakterisiert Alfe H. saimiri SIRneoH 
Rekombinanten exprimieren das neo-Gen und sind 
in geeigneten Zellen, z.B. Sg 021, selektierbar, 
nachdem sie mit Virus aus den o.g. Kotransfektio- 
nen infiziert wurden. Sg 021 -Zellen sind eine lL-2 
abhangige T-Zellinie aus Marmosets, die mit H. 
saimiri persistent infizierbar ist (R.C. Desrosiers et 
al., (1985) Mol. Cell. Biol. 5, 2796-2803). Die Gen- 
dosis des neo-Gens steigt dabei mit zunehmender 
G 418 Konzentration von etwa 40 bei 100 ug/ml G 
418 auf etwa 140 bei 750 ug/ml G 418. 

Durch Kokultivation mit OMK-Zellen wird wie- 
derum rekombinantes "Neo-Virus" aus den Sg 
021 -Zellen erhaiten. 



Beispiei 3: Kotransfektion vGn pSIneo DNA mit H. 
saimiri Virion DNA 

Urn die Ausbeute an Rekombinanten zu erhd- 
hen, die das neo-Gen in die H/L- Verbindungsstelle 
insertieren, wurde im Prinzip wie in Beispiei 2 



kotransfiziert, jedoch hier mit Iinearisierter pSIneo 
DNA. Die aus dieser Transfektion resultierenden 
Viren H. saimiri SIRneoK hatten die neo-Sequenz 
innerhalb der pSIneo DNA zwischen die L/H Uber- 
5 gangsstelle insertiert, wie in Fig. 3 gezeigt. Ex 
pression und Amplifikation des neo-Gens sowie 
Produktion von infektiosem rekombinantem Virus 
erfofgte wie in Beispiei 2 beschrieben. 

to 

Beispiei 4: Persistente Infektion humaner T-Zellen 
mit rekombinantem H. saimiri Virus 

Mit H. saimiri SIRneoH14 wurde die permanent 
J5 wachsende humane T-Zellinie JURKAT (U. Schnei- 
der et al. (1977) Int. J. Cancer 19. 626; ATCC CRL 
8163) infiziert und mit steigenden Konzentrationen 
Geneticin in RPMl 1640 Medium enthaltend 10% 
fotaies Kalberserum kultiviert. Das neo-Gen war in 
20 den persistent infizierten JURKAT-Zellen in einer 
Gendosis von etwa 100 pro Zelle enthalten, was 
der Anzahl der H. saimiri SIRneoH14 Genome pro 
Zelle entspricht. Die virale DNA ist nicht in das 
zelfulare Genom integriert, sondern liegt als episo- 
25 male DNA vor. Es waren in etwa 100 Kopien des 
rekombinanten Virus pro Zelle vorhanden. 

Legende zu Figur 1: 

30 

1 bezeichnet das Plasmid PSV2 neo 

2 bezeichnet das Plasmid PSV2 neo CS 

3 bezeichnet das Plasmid pWD 1 1 

4 bezeichnet das Plasmid pFG 24 

35 C steht fur Cial; E fur EcoRI; K fur Kpnl 

5 steht fur Sail; Sm fur Smal 
T steht fur Taql. 

Die schraffierten Regionen bezeichnen den H. 
40 saimiri DNA-Anteil (terminales Kpnl-Smal Fragment 
der L-DNA), schwarze Dreiecke die H-DNA 
"Repeaf'-Einheiten. 



45 Legende zu Figur 2: 

Der rechte H-/L-DNA Ubergang von SIR-NEOH 
14 ist dargestellt. 

H steht fur Hindi!!; K fur Kpnl; S fur Sma I; Sa fur 
so Sail; A fur die Spaltstelle der viralen Konkatemere. 
Die Zahlen bedeuten die Lange der DNA in kb. 



Legende zu Figur 3: 
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siehe Figur 2 
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AnsprLiche 

1. H. saimiri Vektoren, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 ein oder mehrere Fremdgene in der rech- 

ten oder linken Verbindungsregion der L- und H- 5 
DNA insertiert ist. 

2. H. saimiri Vektoren nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, da/3 ein Selektionsgen in 
der rechten oder linken Verbindungsregion der L- 

und H- DNA insertiert ist. io 

3. Vektoren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 das neo-Gen insertiert ist. 

4. Vektoren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 nicht-onkogene H. saimiri-Va- ■ 
rianten gewahlt werden. ;s 

5. Verfahren zur Herstellung der Vektoren nach 
Anspruch 1 , 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 ein Selektionsgen und/oder ein oder mehrere 
Fremdgene in die rechte oder linke Verbindungsre- 
gion der L- und H-DNA einligiert wird. 20 

6. Verfahren zur Herstellung der Vektoren nach 
Anspruch 1 , 2. 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet 
da/3 die Ligation uber Rekombination erfolgt. 

7. Verwendung der Vektoren nach Anspruch 1, 

2. 3 oder 4 zur Expression von Fremdgenen in 25 
humanen T-Zellen. 

8. Verwendung der Vektoren nach Anspruch 1 , 
2, 3 oder 4 zur Expression von Fremdgenen in 
durch diese transformierten Affen-T-Lymphozyten. 

9. Verfahren zur Expression von Fremdgenen 30 
in humanen oder Affen-T-ZeNen, dadurch gekenn- 
zeichnet da/3 solche Zellen durch Vektoren nach 
RafipitateprOfchd (^foflg^adefo/errtearfis^adten 

1. Verfahren zur Herstellung von H. saimiri 35 
Vektoren, dadurch gekennzeichnet, da/3 ein Oder 
mehrere Fremdgene in die rechte oder iinke Ver- 
bindungsregion der L- und H-DNA einligiert wer- 
den. 

2. Verfahren zur Herstellung von H. saimiri 40 
Vektoren, dadurch gekennzeichnet, da/3 ein Selek- 
tionsgen und/oder ein oder mehrere Fremdgene in 

die rechte oder linke Verbindungsregion der L- und 
H-DNA einligiert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 45 
2, dadurch gekennzeichnet, dai3 als Selektionsgen 

das neo-Gen einligiert wird. 

4 Verfahren zur Herstellung von H. saimiri Vek- 
toren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 die Ligation uber Rekombinanten er- 50 
folgt. 

5. Verfahren zur Expression von Fremdgenen 
in humanen oder Affen-T-Zellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 soiche Zellen mit nach Anspruch 1, 
2 t 3 oder 4 hergestellten Vektoren transformiert 55 
werden. 
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© Selektierbare Vektoren fur humane T-Zellen. 



© Selektierbare Herpesvirus saimiri Vektoren wer- 
den beschrieben, die ein Selektionsgen in einer Ver- 
bindungsregion der L- und H-DNA insertiert haben. 
Solche Vektoren sind in der Lage, humane T-Zellen 
persistent zu infizieren und damit zur Expression von 
Fremdgenen in humanen T-Zellen geeignet. Ein zu- 
satzlicher Vorteil besteht darin, dafl dabei keine in- 
fektiosen Viruspartikel produziert werden. 
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Herpesvirus saimiri encodes 
homologues of G protein- 
coupled receptors and cyclins 

John Nicholas, Keith R. Cameron & Robert W. Honess 

Division of Virology, National Institute for Medical Research, Mill Hi!!, 
London NW7 1AA. UK 

Herpesvirus saimiri (HVS) is a T-Iymphotropic gammaherpes- 
virus which establishes asymptomatic infections in its natural host 
the squirrel monkey (Saimiri scittreus), but which causes fatal 
lymphoprohferative diseases in other New World primates 1 . 
Sequencing studies show HVS is closely related to the human 
B-lymphotropic gainmaherpesvirus Epstein-Barr virus (EBV) 2 " 4 . 
However, despite the general collineariry between the genomes of 
HVS and EBV, HVS contains genes not found in EBV or in the 
genomes of any of the other sequenced herpesviruses 5-8 . We have 
identified two genes, occurring in a region of divergence between 
HVS and EBV, that have cellular homologues. One of these, 
ECRF3, is homologous to the genes encoding the human 
cytomegalovirus (HCMV) and cellular G protein-coupled receptor 
family of proteins 9 . The other HVS gene. ECLF2 . is homologous 
to the genes encoding cellular cyclins and to our knowledge is the 
first reported example of a viral cyclin. The presence of G protein- 
coupled receptor and cyclin homologues in HVS suggests that 
these genes may be important in the regulation of viral and cellular 
processes during productive and/or latent infection of host cells, 
and in particular may be of relevance in the transformation and 
rapid proliferation of T cells during HVS infections of hosts 
susceptible to HVS-induced lymphoprdliferative diseases. 

The sequence presented in Fig. 1 (approximate map units 
0,93-0.96) represents part of a larger contiguous sequence com- 
prising 43.6 kilobase pairs (kb) from the right end of the unique 
component (I..-DNA) of the MVS genome f J.N., R.W.H., H. 
Coleman and K.R.C., manuscript in preparation). The ECLF2 
and ECRF3 translation products (starting at the first methion- 
ine) are shown above the nucleotide sequence, and contain 254 
and 321 amino acids, respectively, with predicted relative 
molecular masses of 28,600 and 37,100 (28.6K and 37.1 K), 
Although we have no direct evidence for the expression of either 
of these two genes , pseudnppnes have not been identified in 
other herpesviruses, the first ATG codons conform to the Kozak 
consensus 10 and there is a polyadenylation signal (AATAAA) 
immediately downstream of the ECRF3 reading frame (position 
39,414). 

The ECRF3 translation product was used to screen the NBRF 
database for potential homologues using a FA ST A search 11 . The 
results of the search showed only one significant match (score 
of 225; 22% identity over a 295 ammo-acid overlap) with the 
HCMV-US28 protein, homologous to the opsin family of cel- 
lular receptors, together with the products of the HCMV US27 
and UL33 genes 9 . Pairwise alignments between the HVS ECRF3 
protein and each of the HCMV G protein-coupled receptor 
(GCR)-homologues and selected cellular members of the OCR 
family allowed the homology of ECRF3 protein with each of 
these proteins to be detected and compared (Fig. 2 and Table 
Ifl). The percentage similarities and identities between ECRF3 
protein and the HCMV and cellular proteins are comparable 
and represent values obtained from complete protein overlaps, 



a 
o 



TABLE 1 Amino-acid sequence conservator 



(a) 



US27 

46.5 
(17.2) 



US28 

44.0 
(21.0) 

58.9 
(31.5) 



UL33 

47.7 
(19.4) 

46.2 
(21.5) 

47.8 
(19.8) 



ib) 


Clam A 


DmA 


DmB 


XI A 


ECLF2 


40.6 


42.1 


43.2 


37.0 




(20.1) 


(22.0) 


(24.0) . 


(19.3) 


ClamA 




52.3 


45.1 


"60.G 






(34.0) 


(25.7) 


(43 


DmA 






45.1 


51. y 








(25.7) 


(34.5) 


DmB 








43.4 










(25.4) 




ECRF3 

HCMV-US27 

HCMV -US 28 

HCMV-UL33 

5HTA 

mas 



(23.6)|A* W- 

(2l ,6g| 

a, Comparisons of conservation between HVS-ECRF3 translation prodl^fe 
HCMV-US27, HCMV-US2& HCMV -Ul 3 3 (ref. 9), 5-hydroxytryptaminei'^P 
receptor (5HTA) 31 . human mas oncoprotein 35 and bovine rhodopsin (BFftj^f f 
amino-acid sequences. Values for per cent similarity and per cent i 
(in parentheses) were derived from the output of GAP 33 pai^v ; se alignment^] 
with gap and length weights set at 3.0 and 0.1, respectively. Comparison^' 
of amino-acid sequence conservation between the YNS-ECLF2 translations! 
product, clam cyclin A (clam A) 21 , Drosophiia cyclin A (DmA) 34 , DrosopWjff 
cyclin B (DmB) 35 . Xenopus cyclin A (X1A) 20 and human cyciin Dl (HuDj^r 
Gap and length weights were set at 5.0 and 0.3, respectively. 
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not from overlaps merely of the best conserved regions. The; 
cellular and HCMV GCR-typc proteins are characterized by : 
seven hydrophobic regions that are believed to he transmem-S 
brane domains' 2,13 , and similar hydrophobic reg: are also 
detected in the ECRF3 protein (Fig. 2). ■ 

In addition to the sequence and hydrophobicity similarities, ; 
the ECRF3 protein shares other features characteristic of OCRs. 
These include glycosylalion sites in the N-terminaf putative 
extracellular domain that are found in most cellular OCRs and 
two (US27 and US28) of the HCMV GCR homologues (Fig. 
2), where they may have a role in receptor localization, although 
they seem not to be required for receptor function 14 . Also 
conserved are proline residues in putative transmembrane 
regions II, IV, V, VI and VII, and two cysteine residues, in the 
putative second and third extracellular domains, \ ; ch are 
found in all the characterized OCRs and which in bovine 
rhodopsin are the only two of 10 cysteines that are structurally 
essential 15 . 

Approximately 2 kb upstream of ECRF3 is the ECLF2 read- 
ing frame encoding a product homologous to the cyclins charac- 
terized from a variety of organisms 16 " 1 ^. Cyclins are found in 
association with cdc2 or related protein kinases, and their 
activity and function in mediating cell-cycle progression are 
absolutely dependent on this interaction ,6,l7, -°" 22 . The cyclins 
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accumulate during successive cell divisions as the result of rapid 
proteolytic degradation of the proteins at specific times before 
mitotic division, and different cyclin subtypes have distinct 
kinetics of accumulation 16 " 18 - 20 . 

The characterized cyclins, types A, B, C and D, are fairly well 
conserved both between themselves and between species (see 
for example, Table \ b) t although different cyclins show greater 
divergence in amino-acid sequence towards their N termini, and 
the lengths of these less-conserved regions vary somewhat. Not- 
ably, the HVS ECLF2 translation product lacks this N-terminal 
region, and thus is comparable in length to the D-type cyclins, 
and displays much less similarity with the cellular cyclins over 
analogous regions of these proteins than exists between the 
cellular cyclins. However, as shown in the alignments between 
the ECLF2 translation products and human cyclin D, Drosophila 
cyclin A, Drosophila cyclin B, and Xenopus cyclin A (Fig. 3), 
the ECLF2 gene is clearly homologous to the cyclins. The 
similarities between these proteins (and clam cyclin A) can be 
seen from the values shown in Table lb. 

The presence of homologues of the GCR and cyclin families 
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FIG. 2 Alignment of the ECRF3 translation product with each of the three 
HCMV GCR homologues, US27, US28 and UL33 (ref. 9), and bovine rhodopsin 
(rhodopsin) 32 . The alignments were based on those performed by Chee et 
a/. 9 and on pairwise alignments using GAP 33 , and were aligned manually by 
using the LINEUP and PRETTY programs in GCG 11 . The boxed regions indicate 
putative transmembrane domains and expected extracellular (E) and cyto- 
plasmic (C) domains are labelled. Potential A/-linked glycosylation sites 
occurring in the N-terminal regions of the proteins are underlined, , Amino 
acids conserved in all five proteins; O, those conserved in all but one of 
the sequences. 
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possible, therefore, that other viral genes may also ifffiW 
in transformation and/or accelerated T-cell prptiff 
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FIG. 3 Alignment of the ECLF2 translation product with human cyclin DVc t fi 
(hueycld) 19 , Drosophila cyclins A (dmcycla) 34 and B (drncyclb) 35 and Xenopus 
cyclin A (xlcycla) 20 . The alignments of the five proteins are based on t he -J^ 
outputs from pairwise alignments 33 and were asseinbied using the UN£UP^>;;-j 
and PRETTY options in GCG 11 . Amino-acid residues conserved in at least ^ 
three of the five proteins are boxed. 
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^Specific members of the GCR protein family have a role in 
Malignant transformation. For example, the ectopic expression 
U 0 f serotonin receptor (5HTlc) in NIH3T3 cells leads to 
^serotonin-dependent transformation of these cells which can 
fejve rise to tumours in nude mice 23 , and the human mas 
Oncogene, which encodes an angiotensin receptor, is also 
liiumorigenic in nude mice 24,25 . Cyclins are required for cellular 
division, and thus have a key role in cellular proliferation and 
f^evelopment 16 . Moreover, one of the cyclins, human Dl (ref. 
^9) f is the PRAD1 candidate oncogene implicated in the 
^development of certain parathyroid tumours and hepatocar- 
|?cinomas 26,2 \ and it is the D-type cyclins to which the HVS 
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ECLF2 protein seems to be most closely related. Cyclin A can 
associate with the cellular transcription factor E2F (refs 28, 29) 
which is likely to be directly involved in the regulation of 
expression of genes important for cellular proliferation and 
development, for example c-myc, c-myb and the EGF receptor 
gene 30 . It is possible that the HVS cyclin may also associate 
with cellular transcription factors and thereby influence the 
expression of cellular and viral genes. Thus, the presence of 
cyclin and GCR homologues, ECLF2 protein and ECRF3 pro- 
tein, in HVS may be highly relevant to the process of cellular 
transformation and rapid T-cell proliferation effected by HVS 
during latent infections of T cells in susceptible hosts. □ 
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tyrosine residues. We prepared extracts from S. cerevisiae cells 
arrested in S phase with hydroxyurea, precipitated p34, and 
analysed it by immunoblotting. When precipitates from cells 
carrying wild-type (wt) CDC28 were imrnunoblotted with anti- 
phosphotyrosine antibodies, a band corresponding to relative 
molecular mass of 34,000 (M r 34K) was detected (Fig. lb). In 
extracts from cells carrying a modified CDC28 gene that encodes 
a fusion between p34 CDC2s and a short epitope tag 9 (Fig. la), 
the 34K band was replaced by a 38K band. To show the 
specificity of the immunoblotting and to localize the phosphory- 
lated site, we constructed a mutant (cdc28-F) in which a phenyl- 
alanine was substituted for tyrosine 19 (Y19), the residue in 



p34 L 



1 that is homologous to the phosphorylated tyrosine 15 



g|tfc cells, entry into mitosis depends on the completion of 
ynthesis. This dependency is established by S-phase feed- 
ontrols that arrest cell division when damaged or unrepli- 
JNA is present 1 . In the fission yeast Schizosaccharomyces 
amputations that interfere with the phosphorylation of 
|||i5 (Y15) of p34 cdcjJ , the protein kinase subunit of matur- 
|||S5? otin g factor, accelerate the entry into mitosis and 
^Mbiliry of unreplicated DNA to arrest cells in G2 (ref. 

the tyrosine phosphorylation of p34 cdc2 is conserved 
^^fte, , Xenopus 4 , chicken 5 and human 6 cells, the regulation 
|gg,Yl5 phosphorylation could be a universal mechanism 
figjjhe S-phase feedback control and regulating the initi- 
kjljyifpsis 7 ' • We have investigated these phenomena in the 
#?£st Saccharomyces cerevisiae. We report here that the 
jjgf&ne product (the S. cerevisiae homologue of cdc2) is 
|Sfi/ ted 0n the equivalent tyrosine (Y19) during S phase 
that prevent tyrosine phosphorylation do not 
|^jL™ at «re mitosis and do not abolish feedback controls. 
|fe|l:^ ore demonstrated a mechanism that does not involve 
^prylation of p34 by which cells arrest their division 
jjjf^Wt 1 ^ presence of unreplicated or damaged DNA. We 
*vM n ' s mechanism may not involve the inactivation of 
^activity. 

Established that p34 CDC - if in budding yeast and 
sion yeast are phosphorylated on homologous 



of p34 rrfcJ? in 5. pombe (Fig, la) 3 . When p34 was analysed in 
extracts from S, cerevisiae cells carrying cdc28-F in place of wt 
CDC28, no phosphotyrosine was detected (Fig. lb, lane 2) even 
though p34 was precipitated efficiently in all cases (lanes 5-8). 



Thus, p34 c 



seems to be phosphorylated on Y19 in cells 



arrested in S phase. 

To determine the cell-cycle dependence of Y19 phosphoryla- 
tion, we prepared extracts from wt cells arrested at Start with 
a-factor or arrested in mitosis with the antimicrotubule drug 
benomyl. No phosphotyrosine was detected on p34 isolated 
from Gl- or M-phase cells (Fig. lb lanes 10 and 12), suggesting 
that the tyrosine phosphorylation of p34 CDC2 *, like that of p34 
in other organisms 7 , is restricted to the S and G2 phases of the 
cell cycle. This biochemical difference also indicates that drugs 
that inhibit S phase and M phase arrest budding yeast cells at 
different points in the cell cycle, although the arrest points 
cannot be distinguished morphologically. 

We examined the phenotype of cdc28-F, and of another 
mutant, cdc28-AF, which has an additional substitution of 
threonine to alanine at position 18 (residues homologous to T18 
and Y19 coordinately regulate p34" /rJ? in vertebrate cells 10 ). The 
doubling time, size, and cell cycle distribution (as assayed by 
fluorescence-activated cell sorting (FACS)) of cdc28-F and 
cdc28-AF strains were very similar to wild type, indicating that 
mitosis was not induced prematurely in the mutants (data not 
shown). 




